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~ (57) Abstract: The invention relates to a novel STR typing strategy, which permits the simultaneous amplification and subsequent 
= analysis of several (e.g. eleven) polymorphic systems with amplicon sizes of less than 270 bp. According to said method, after PGR 
amplification, ttie multiplex reaction is divided into two sets of STR multiplexes and is analysed separately. Said multiplex system 
was developed and tested specifically for use in forensic investigation, when oidy restricted quantities of DNA or badly decomposed 
DNA can be obtained, e.g. when isolated from telogen hair roots. 



^ (57) Zusammenfassung: Die vorliegende Erfmdung betrifft eine neue STR Typisierungsstrategie, die die gleichzeitige Amplifi- 
kation und anschlieBende Analyse von mehiieren (z.B. elf) polymorphen Systemen mit AmplikongroBen von weniger als 270 bp 
ermSglicht. Dabei wird nach PGR Amplii3kation die Multiplexreaktion in zwei Sets von STR Multiplexen aufgeteilt und getrennt 

^ analysiert Dieses Multiplexsystem wurde speziell fiir die Verwendimg in forensischer Ermittlungsarbeit entwickelt und getestet, 
wenn nur begrenzte Mengen oder stark degradierte DNA erhaltlich ist, zum Beispiel, wem aus Telogenhaarwurzeln isoliert. 
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Verfahren zur Typisierung eines Individuums mittels short tandem repeat (STR)-Loci 
der genomischen DNA 

Beschreibung 

Die vorliegende Erfindimg betrifft eine neue STR Typisierungsstrategie, die die gleiclizeitige 
Amplifikation und anschlieBende Analyse von mehreren (z.B. elf) polymorphen Systemen mit 
AmplikongroBen von weniger als 270 bp ennOglicht. Dabei wird nach PCR Amplifikation die 
Multiplexreaktion in zwei Sets von STR Multiplexen aufgeteilt und getrennt analysiert. Dieses 
Multiplexsystem wurde speziell fiir die Verwendung in forensischer Ermittlungsarbeit ent- 
wickelt und getestet, wenn nur begrenzte Mengen oder stark degradierte DNA erhSltlich ist, 
zum Beispiel, wenn aus Telogenhaarmirzeln isoliert. Die vorliegende Erfindung betrifft zudem 
ein entsprechendes Kit zur STR Typisierung. 

Hintergrund der Erfindung 

Ftir die Typisierung von Spuren und Personen werden lieute fast ausschlieBIich Merlonale der 
genomischen DNA in Form sogenannter "Short Tandem Repeat" (STR)-Polymorphismen 
verwendet [T,R. Moretti, A.L. Baumstark, D.A, Defenbaugh, K.M. Keys, J.B. Smerick, B. 
Budowle, Validation of short tandem repeats (STRs) for forensic usage: performance testing of 
fluorescent multiplex STR Systems and analysis of authentic and simulated forensic samples, J 
Forensic Sei 46 (2001) 647-660]. Dabei handelt es sich um unabhSngig vererbte autosomale 
Short Tandem Repeat-Systeme (STR-Systeme), die nach PCR-Amplifikation in Multi- 
plex-PCR-Systemen z.B. kapillarelektrophoretisch aufgetrennt werden. 

Aufgrund des Abstands der verwendeten Primer zu den sich wiederholenden Repeat Einheiten 
ergeben sich nach PCR-Amplifikation fest defuiierte Fragmentlangen. Diese liegen bei den 
kommerziell verwendeten Multiplex-Systemen zwischen 1 00 und 400 bp. Damit miissen zu 
typisierende DNA-Stiicke mindestens dieseibe Lange haben oder groBer sein [B.E. Krenke, A. 
Tereba, S.J. Anderson, E. Buel, S. Culhane, C.J. Finis, C.S. Tomsey, J.M. Zachetti, A. Masibay, 
D.R. Rabbach, E.A. Amiott, C.J. Sprecher, VaUdation ofa 16-locus fluorescent multiplex Sy- 
stem, J Forensic Sei 47 (2002) 773-785, E.A. Cotton, R.F. AUsop, J.L. Guest, R.R. Frazier, P. 



wo 2006/089762 



-2- 



PCT/EP2006/001701 



Koumi, LP. Callow, A. Seager, R.L. Sparkes, Validation of the AMPFISTR SGMplus system 
for use in forensic casework. Forensic Sci Int 1 12 (2000) 151-161]. 

Die Untersuchung von Minimalspuren, wie z.B, Knochenfiagmenten, Fingerabdriicken und 
telogenenHaaren erfordert sehr effektive Typisierungsverfahren, die eine hohe Sensitivitat mit 
der Bestimmung von moglichst vielen DNA-Merkmalen verbinden. Die Amplifikation erfolgt 
nomialerweise unter optimierten Bedingimgen bei geringsten DNA-Mengen (11 \xl Proben- 
volumen / 34 PCR-Zyklen). Dieses Verfahren zum Nachweis von "low copy number" 
DNA-Molektllen mu6 bei derartigen biologischen Spuren angewandt warden, da hier nur mi- 
nimalste Mengen menschlicher DNA zu erwarten sind. Auch kann die Amplifikation nur 
einmal durchgefuhrt werden, da die extrahierte DNA voUstandig aufgebraucht wird. Aus den 
bisherigen Verfahren ergibt sich weiterhin, daB bei Venvendung von drei unterschiedlichen 
Fluoreszenzfarben als Markierungen bei der Analyse maximal funf bis sechs STR-Systeme 
ohne Uberlappung der PCR-Fragmente in einem Ansatz analysiert werden konnen. 

Trotzdem fuhren in Fallen, in denen nur eine sehr geringe Menge von DNA erhaltlich ist 
und/oder die Qualitat der DNA aufgrund von Degradation schlecht ist, kommerzielle Multi- 
plexkits oft zu keinen oder nur teilweisen DNA Profilen [P.M. Schneider, K. Bender, et al. , 
STR analysis of artificially degraded DNA-results of a collaborative European exercise, Fo- 
rensic Sci Int 139 (2004) 123-134]. 

Bin direkter Zusammenhang zwischen Amplifikationseffizienz und AmplikongroBe wurde klar 
gezeigt [K. Bender, M.J. Farfan, P.M. Schneider, Preparation of degraded human DNA under 
controlled conditions, Forensic Sci hit 139 (2004) 135-140; D.T. Chung, J. Drabek, K.L. Opel, 
J.M. Butler, B.R. McCord, A study on the effects of degradation and template concentration on 
the AmpUfikation efficiency of the STR Miniplex primer sets, J Forensic Sci 49 (2004) 
733-740] . In vielen Fallen kdnnen Haare von dem Opfer oder von dem moglichen Angreifer an 
einer Verbrechensstelle gefunden werden, von diesen sind jedoch mehr als 90% sogenannte 
Telogenhaare, die keine anheftenden Haarwurzelzellen aufiveisen. Mit den kommerziellen 
STR Kits werden gewohnlich AmplikongroBen erzeugt, die von 100 bis 400 bp reichen. Bei der 
Typisierung von DNA aus Telogenhaaren wird bei grOBeren STR FragmentgroJJen gewohnhch 
ein Verlust der SignalstSrke beobachtet, aufgrund der Tatsache, daB die DNA wahrend der 
Haarentwicklung in kleinere Stucke fi-agmentiert wurde [H. Matsuda, K. Imaizumi, S. Kubota, 
S. Miyasaka, M. Yoshino, S. Seta, Technical Investigation of DNA extraction fi-om smgle hair 
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shaft., Rep Nat Res Inst Police Sci 50 (1997) 23-28]. Falls keine Haarwurzel vorhanden ist, ist 
nur eine Typisierung von mitochondrieller-(mt)DNA (Haaxfiragmente) moglich, oder es konnen 
die neuen STR Systeme fiir verkurzte AmplikongrOJSen kQnnen verwendet werden. Ftir diese 
Typisierung von schwierigen DNAs, d.h. stark degradierter DNA wie sie z.B. bei der Extrak- 
tion aus Haaren vorliegt, wurden daher in den letzten Jahren verkurzte Primer entwickelt. Dabei 
werden die Primer auf der DNA-Sequenz naher an die Repeat-Einheit herangeriickt, so daB 
insgesamt kiirzere DNA-Fragmente analysiert werden kQnnen. Die minimale LMnge dieser 
Fragmente liegt bei 60 bis 250 bp [P. Grubwieser, R. Muhlmann, W. Parson, New sensitive 
amplification primers for the STR locus D2S1338 for degraded casework DNA, Int J Legal 
Med 117 (2003) 185-188; J.M. Butler, Y. Shen, B.R. McCord, The development of reduced 
size STR amplicons as tools for analysis of degraded DNA, J Forensic Sei 48 (2003) 
1054-1064; P. Wiegand, M. Kleiber, Less is more - length reduction of STR ampHcons using 
redesigned primers, Mt J Legal Med 1 14 (2001) 285-287; Y. Shigeta, Y. Yamamoto, Y. Doi, S. 
Miyaishi, H. Ishizu, Evaluation of a method for typing the microsatellite D 12S391 locus using a 
new primer pair and capillary electrophoresis, Acta Med Okayama 56 (2002) 229-236]. 

Bisher wurden entweder Einzel-PCR-Reaktionen oder kleine Multiplex-PCRs durchgefiihrt 
[J.M. Butler, Y. Shen, B.R. McCord, The development of reduced size STR amphcons as tools 
for analysis of degraded DNA, J Forensic Sei 48 (2003) 1054-1064; P. Wiegand, M. Kleiber, 
Less is more - length reduction of STR amplicons using redesigned primers, Int J Legal Med 
114(2001) 285-287]. 

Bin weiterer Ansatz ist die aufeinanderfolgende Amplifikation von Einzel-STR-Systemen, 
wobei die DNA an eine Merabran gebunden ist (Festphasen-PCR) [A. Helhnami, U. Rohleder, 
H. Schmitter, M. Wittig, STR typing of human telogen hairs - a new approach, Int J Legal Med 
114 (2001) 269-273]. Dieser Ansatz, speziell fur die Typisierung von Telogehhaarwurzeln 
entwickeh, verwendet eine Reihe von einzehien STR Typisierungsschritten, wahrend die aus 
dem Haar extrahierte DNA wahren der aufeinanderfolgenden PGR Reaktionen auf einer 
Membran fixiert ist. Diese sogenannte Festphasen-PCR, anfanglich fur drei STR Systeme 
publiziert, wurde jetzt bis auf sieben STR Systeme zuziigUch Amelogenin enveitert (H. 
Schmitter und A. Hellmann, persSnliche Mitteilimg). Obwohl der Test gut funktioniert, ist 
diese Prozedur sehr zeitmtensiv und der Erfolg der Typisierung hangt stark von der Qualitat der 
ftir die Bindung der DNA verwendeten Membran ab. Um diese repetitiven PCR Amplifikati- 
onsschritte zu vermeiden, wurden durch einige Arbeitsgruppen kurze PCR Multiplexe ent- 
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wickelt [J.M. Butler, Y. Shen, B.R. McCord, The development of reduced size STR amplicons 
as tools for analysis of degraded DNA, J Forensic Sci 48 (2003) 1054-1064; P. Wiegand, M. 
Kleiber, Less is more - length reduction of STR amplicons using redesigned primers, Int J Legal 
Med 114 (2001) 285-287; C. Meissner, persSnliche Mitteilung]. Wie in alien kommerziellen 
STR Multiplexkits werden die verschiedenen STR Systeme durch ihre AmplikongroBen und 
den Fluoreszenzfarbstoff fur den entsprechenden Locus unterschieden. Wenn die maximalen 
GrolJen der amplifizierten PGR Produkte auf ungefdhr 250 bp begrenzt sind, kaon zur Typi- 
sierung von hoch firagmentierter DNA nur eine kleine Zahl von STR in diesem GroBeribereich 
angeordnet werden. 

Nachteihafterweise koimen somit bei der Einzel-PCR, bei Vorhandensein von minimalsten 
Mengen an DNA, nur ein STR System analysiert werden. Bei den kleinen Multiplexen konnen 
ebenfalls nm- wenige STR Systeme analysiert werden. Meist sind darunter zu wenig in der 
Datenbank verwertbare Systeme vorhanden. Bei der Festphasen-PCR besteht durch die hau-' 
figen Waschschritte zudem eine erhohte Kontaminationsgefahr, des weiteren ist die Durch- 
flihrung der Analyse stark abhSngig von der Qualitat der verwendeten Membran. 

Die Untersuchung von Minimalspuren, wie z.B. Knochenfragmenten, Fingerabdriicken und 
telogenen Haaren erfordert somit sehr effektive Typisierungsverfahren, die eine hohe Sensiti- 
vitat mit der Bestimmung von mSghchst vielen DNA-Merkmalen verbindet. 

In einem ersten Aspekt davon wird diese Aufgabe der vorhegenden Erfindung durch ein Ver- 
fahren zur Typisierung eines Individuums gelost, das die Schritte umfaBt von a) zur Verfugung 
stellen von genomischer DNA von dem Individuum, b) Amplifikation von mindestens zwei 
short tandem repeat (STR)-Loci der genomischen DNA mittels, gegebenenfalls markierten, 
Paaren von Amplifikations-Primem, wobei mindestens ein Primer mit einer Bindungsgruppe 
versehen ist, c) Auftrennung der amplifizierten STR-Fragmente mittels der Bindungsgruppe in 
mindestens zwei Fraktionen von Amplifikaten, und d) getrennter Nachweis der 
STR-Fragmente der Fraktionen. 

Durch die Kombination von zwei (Multiplex)-PCR-Reaktion, die im Laufe der Analyse wieder 
voneinander getrennt werden, ist es moghch, eine verbesserte Qualitat der STR-Analyse, ins- 
besondere bei kleinsten Mengen an DNA, zu erzielen. Zudem ist es erstmals moghch, in einem 
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Ansatz mindestens 10 autosomale STR-Systeme plus dem geschlechts-spezifischen Amelo- 

genin-System zu analysieren. 

Dies wild erfindungsgemaJJ dadurch erreicht, dal3 in einer bevorzugten Ausfuhrungsforai zwei 
kleinere Multiplex-PCR-Reaktionen (eine 5-Plex und eine 6-Plex) gemeinsam als Multi- 
plex-PCR amplifiziert werden, Durch die Verwendung von z.B. biotinylierten PCR-Primem 
bei einem der beiden kleinen Multiplexe kfinnen dessen Produkte nach erfolgter PGR nach 
Bindung an z.B. Streptavidin beschichtete Sepharosebeads abgetrennt werden und auf der 
Kapillaxgelelektrophorese getrennt untersucht werden. Damit wiirden sie die PCR-Produkte 
zwar im Multiplex uberlappen, jedoch nicht bei der Trennung der Multiplexe und separator 
Kapillarelektrophorese. Der Unterschied zu den o.g. Verfahrenen ist somit die Verwendung 
von mit einer Bindungsgruppe versehenen (z.B. biotinylierten) PCR-Primem bei einem Subset 
der Multiplex-Realrtion. Dies ermoglicht die Amplifikation von sich in der Lange iiberlap- 
pcnden PCR-Fragmenten, die ohne Trennung nicht gemeinsam auf der Kapillarelektrophorese 
untersucht werden kormten. 

Vorteilhafterweise ermoglicht die Erfindmig die Bestimmung von moglichst vielen 
DNA-Merkmalen auch aus geringsten DNA-Spuren in einem Ansatz. Dadurch wird zum einem 
moghchst wenig Spurenmaterial verwendet, um eine zweite unabhangige Analyse zu ermog- 
lichen bzw. bei geringsten DNA-Mengen, wenn die gesamte isolierte DNA eingesetzt werden 
muJ3, tiberhaupt mehrere Merkmale bestimmen zu konnen. Ln Vergleich zur sukzessiven 
AmpHfikation mit der Festphasen-PCR nach z.B. Helhnann et al. ergibt sich zudem eine deut- 
liche Zeiterspamis und eine deutlich geringere Kontaminationsgefahr. Im Vergleich zu anderen 
Multiplex-Reaktionen ist eine deutliche Steigerung in der Anzahl der untersuchbaren 
DNA-Merkmale mSglich. 

Bevorzugt ist ein erfmdungsgemaBes Verfahren zur Typisierung eines Individuums, wobei das 
Individuum ein Saugetier, wie zum Beispiel ein Mensch ist. 

Weiter bevorzugt ist ein erfindungsgemaiJes Verfahren zur Typisierung eines Individuimis, 
wobei die STR-Loci ausgewahlt sind aus der Gruppe, umfassend D3S1358, D8S1179, D21S1 1, 
THOl, FGA, VWA, D2S1338, D12S391, TPOX, D5S818, D18S51, FES und Amelogenin. 
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Noch weiter bevorzugt ist ein erfuidungsgemafies Verfahren zur Typisiemng eines Indivi- 
duums, wobei mehr als drei, vier, fiinf, sechs, sieben, acht, neun, zehn oder elf STR-Loci am- 
plifiziert werden. ErfindungsgemaB kaim die Amplifikation mittels PGR und/oder Multi- 
plex- Amplifikation erfolgen. 

Auch weiter bevorzugt ist ein erfindungsgemSfies Verfahren zur Typisiemng eines Ihdivi- 
duums, wobei die Primer mit einem Fluoreszenzfarbstofif markiert sind. Der Fluoreszenzfarb- 
stoff kann jeder geeignete Farbstoff sein, insbesondere ist er ausgewahlt aus der Gruppe, um- 
fassend 6-FAM, JOE, NED und PET(rot). 

Auch weiter bevorzugt ist ein erfmdungsgemaBes Verfahren zur Typisierung eines hidivi- 
duums, wobei die Bindungsgruppe ausgewahlt ist aus der Gruppe, umfassend Biotin, Strepta- 
vidin, einem His-tag, hitzestabilen Antigen und Oligonukleotid. ErfindungsgemaB komien alle 
Bindungsgruppen veiwendet werden, die nicht mit der Amplifikation interferieren und sich fur 
eine anschlieliende Abtrennung der Fraktionen eignen, Diese Aufltrennung der amplifizierten 
STR-Fragmente mittels der Bindungsgruppe kann eine feste Phase umfassen, auf der z.B. 
Biotin, Streptavidia, Antikorper oder komplementSre Oligonukleotide immobilisiert sind 
ErfindungsgemaB kann die feste Phase eine Membran, Sepharose beads oder magnetische 
Sepharose beads umfassen. Geeignete andere Phasen sind dem Fachmann bestens bekannt. 

Bevorzugt ist dann ein erfindungsgemaBes Verfahren zur Typisierung eines Individuirais, 
wobei die genomische DNA aus Blut, Blutbestandteilen, Sperma und/oder Telogenhaaren 
stammt. 

Weiter bevorzugt ist ein erfindungsgemaBes Verfaliren zur Typisierung eines Individuums, 
wobei der Nachweis der STR-Fragmente der Fraktionen eine L2ngenbestimmung der Frag- 
mente umfaBt, zum Beispiel mittels Kapillargelelektrophorese. Geeignete andere Nachweis- 
verfahren sind dem Fachmann ebenfalls bestens bekannt. 

Noch weiter bevorzugt ist ein erfindungsgemSBes Verfahren zur Typisierung eines Indivi- 
duums, wobei als Primerpaare mindestens zwei Paare ausgewShlt aus der Gruppe der SEQ E) 
Nm. 1-3; 4 und 5; 6 und 7; 8 und 9; 10 und 11; 12 und 13; 14 und 15; 16 und 17; 18 und 19; 20 
imd 21; und 22 imd 23 (siehe Tabelle 1) eingesetzt werden. 
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Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung betrifft daim ein Verfaliren zur Typisierang 
eines Individuums, das weiterhin eine Identifizierung des Indmduums anhand der nachge- 
wiesenen STR-Fragmente umfaBt. 

Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung betrifft dann einen diagnostischen Kit, um- 
fassend mindestens zwei Paare von STR-Primera zur Durchfiihrung des Verfahrens wie oben, 
gegebenenfalls mit weiteren Materialien und Hilfsstoffen. Entsprechende Materialien und 
Hilfsstoffe sind zum Beispiel PCR-Reagenzien, Puffer, feste Phasen, Gebrauchsanweisungen, 
Farbstoffe und anderes. 

Ein letzter Aspekt der vorliegenden Erfindung betrifft dann die Verwendung des Verfahrens 
wie oben oder des Kits wie oben im Rahmen der Forensik. 

Eine neue STR Typisierungssti-ategie wurde entwickelt, die die gleichzeitige Amplifikation 
und aiischlieJ3ende Analyse von (z.B.) elf polymorphen Systemen mit AmplikongrSiBen kleiner 
als 270 bp ermSglicht. Die Multiplex Amplifikationsreaktion schliefit sechs STR Loci aus dem 
europaischen Standardset von Loci (ESS) fur DNA Datenbanlcen (D3S1358, D8S1179, 
D21S1 1, THOl, FGA und VWA), sowie vier zusatzliche STR Systeme ein, die aufgrund ihrer 
Robustheit ausgewShlt wurden (D2S1338, D12S391, TPOX und D5S818), zusammen mit dem 
Geschlechts-spezifischen Locus Amelogenin. Nach der PGR Amplifikation wird die Multi- 
plexreaktion in zwei Sets von STR Multiplexen imter der Verwendung von Biotin markierten 
Primem nur fiir ein Set aufgeteilt. Unter der Verwendung von Streptavidin-beschichteten 
Sepharosebeads werden z.B. funf STR Systeme (oder auch zwischen zwei und neun) von den 
restlichen (z.B. sechs) Systemen abgetreimt, bevor sie in zwei verschiedenen Laufen auf einem 
Kapillar-Gelelektrophoreseinstrument analysiert werden. Dieses Multiplexsystem wurde spe- 
ziell fur die Verwendung in forensischer Ermittlungsarbeit entwickelt und getestet, wenn nur 
begrenzte Mengen oder stark degradierte DNA erhSltlich ist, zum Beispiel, wenn aus Telo- 
genhaarwurzeln isoliert. 

In der vorliegenden Erfindung beschreiben die Erfinder ein Verfahren worin z.B. zwei 5-plex 
und 6-plex PGR Reaktionen in eine groBe Multiplexreaktion kombiniert werden. 10 STR Sy- 
steme plus Amelogenin werden ko-atnplifiziert, mit maximalen FragmentgroBen bis zu 262 
Basenpaaren (Tabelle 2), und dann in die zwei anfknglichen kleinen Multiplexreaktionen 
aufgeteilt. Die Primersequenzen wurden aus veroffentlichten Daten ausgewahlt [P. Grubwie- 
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ser, R. Muhlmaim, W. Parson, New sensitive Amplifikation primers for the STR locus 
D2S1338 for degraded casework DNA, Int J Legal Med 117 (2003) 185-188; Y. Shigeta, Y. 
Yamamoto, Y. Doi, S. Miyaishi, H. Ishizu, Evaluation of a method for typing the microsatellite 
D12S391 locus using a new primer pair and capillary electrophoresis. Acta Med Okayama 56 
(2002) 229-236; J.M. Butler, Y. Shen, B.R. McCord, The development of reduced size STR 
amphcons as tools for analysis of degraded DNA, J Forensic Sci 48 (2003) 1054-1064; A. 
Hellmann, U. Rohleder, H. Schmitter, M. Wittig, STR typing of human telogen haurs - a new 
approach, Int J Legal Med 114 (2001) 269-273], aus einem kauflich erhaltlichen Multiplexkit 
entnoinmen, sowie freundlicherweise durch Dr. Schmitter und Dr. Helhnann (Bundeskrimi- 
nalamt, Wiesbaden, Germany) zur Verftigung gestellt. lii diesem neuen Multiplexansatz wur- 
den z.B. fiinf von 11 STR Systemen unter der Verwendung von Biotin-markierten reversen 
Primem amplifiziert. Daher ist es moglich, die biotinylierten Amplikons von der Multiplex 
PGR, z.B. unter der Verwendung von Streptavidin-beschichteten Sepharosebeads, abzutrennen, 
Die zwei abgetrennten Multiplexe wurden dann jeweils auf ABI Prism 310 und/oder 3 lOOavant 
Genetic Analyzem analysiert. 

Der vorliegende innovative Ansatz kombiniert gleichzeitig die Multiplex-AmpUfikation von 
Z.B. elf Loci mit sehr Icurzen Amplikons mit der biochemischen Auftrenung der Amplikons in 
z.B. zwei Fraktionen von Fragmenten fur die anschheUende elektrophoretische Analyse. Ob- 
wohl das z.B. Biotin Separationsverfahren ein wenig mehr Arbeit verursacht und Zeit benozigt, 
weist es den hauptsachUchen Vorteil auf, daB es wertvoUes Probenmaterial dadurch schont, dalJ 
es die gleichzeitige Analyse von zehn kurzen AmpUkon STR Systemen aus einem einzigen 
DNA AUquot erlaubt. Diese Verfahren kami in Fallen verwendet werden, weim die meisten der 
herkommlich verwendeten Multiplex STR Kits nicht in der Lage sind, verlaBliche Ergebnisse 
zu produzieren. Der Multiplex schlieBt sechs der sieben europaischen STR Loci fiir nationale 
DNA Datenbanlcen und acht STR Loci aus der U.S. CODIS Datenbank [P.D. Martin, H. 
Schmitter, P.M. Schneider, A brief history of the formation of DNA databases in forensic 
science within Europe, Forensic Sci Int 119 (2001) 225-231] ein. Das hier vorgestellte soge- 
nannte "BioPlex-1 1" Multiplex PGR System, mit seiner hohen Unterscheidungs(PD)-Wert von 
4,21 X 10^^ fur alle zehn STRs und 5,24 x lO' fur die sechs europaischen Datenbanken STR 
Systeme, stellt ein signifikantes und sensitives System fur eine schlagkraflige Analyse von 
degradierten und "low copy" DNA Proben zur Verftigung. 
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Die vorliegende Erfindung soil nun auf Basis der folgenden Beispiele unter Bezug auf die 
beigefligten Figuren weiter verdeutlicht werden. 

In den Figuren zeigt: 

Fig. 1. Die allelischen Leitem flir das neue Bioplex-11 wurden aus den allelischen Standards 
der SGM Plus™ (Applied Biosystems) oder PowerPlex® 16 (Promega) Kits und der 
"self-assembled" D12S391 Leiter reamplifiziert. Die drei oberen Panel stellen die zwei 
6-FAM-markierten STR Systeme D3S1358 und D2S1338 zusanmien mit Amelogenin, die 
zwei JOE-markierten STR Systeme D8S1179 und D21S11, sowie das D12S391 System, das zu 
dem 6-plex Teil des Multiplex gehort, dar. Die drei unteren Panel zeigen die zwei 
6-FAM-maTkierten STR Systeme THOl und FGA, die zwei JOE-markierten STR System 
TPOX und VWA, sowie das D5S818 System aus dem biotinylierten 5-plex Submultiplex. 

Fig. 2. Sensitivitatsuntersuchung unter der Verwendung von aufeinanderfolgenden Yerdtin- 
nungen von genomischer DNA von 500 pg abwarts bis 6,25 pg. Fiir eine bessere Ubersicht 
zeigt der Screenshot nur das Elektrophorogramm aus dem 5-plex Teil des Multiplex. PGR 
Produkte wurden aufgetremit und auf dem ABI PRISM 310 Genetic Analyzer nachgewiesen. 
Pfeile zeigen Peaks, die N- und N+1 Fragmente anzeigen, die typischerweise fur die Uberam- 
plifikation von DNA Proben sind. 
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SIR Locus 


Primer 


Genbank Zugangsnummer 


Primersequenzen (5 '-3')- SEQ ID 
Nr. 


Am 


AX-F 
AY-F 
AXY-R 
(6-FAM) 


K.M. Sullivan, A. et al., A 
rapid and quantitative 
DNA sex test: fluores- 
cence-based PGR analysis 
ofX-Y homologous gene 
amelogenin, Biotechniques 
15 (1993) 636-638, 
640-631. 


ATC CCA GAT GTT TCT CAA 
GT (SEQ ID Nr. 1) 
ATC CCA AAT AAA GTG GTT 
TCT (SEQ ID Nr. 2) 

TCA GAG CTT AAA CTG GGA 
AG (SEQ ID Nr. 3) 


D3S1358 


D3S1358VS- 
F (6-FAM) 
D3S1358VS- 
R 


NT_005667 


AGO AAG ACC CTG TCT CAT 
AGA (SEQ ID Nr. 4) 
GTC AAC AGA GGC TTG CAT 
GTA(SEQIDNr. 5) 


D2S1338 


D2S1338VS- 
F (6-FAM) 
D2S1338VS- 
R 


AC010136 


CCC CGC AGT GGA TTT GGA 
AAC AGA AAT G (SEQ ID Nr. 6) 
CCC CCT CAG TAA GTT AAA 
GGA TTG CAG G(SEQ ID Nr. 7) 


D8S1179 


D8S1179VS- 

F (JOE) 

D8S1179VS- 

R 


AF216671 


TGT ATT TCA TGT GTA CAT 

TCG TA (SEQ ID Nr. 8) 

GAT TAT TTT CAC TGT GGG 

GA (SEQ ID Nr. 9) 


D21S11 


D21S11VS-F 
(JOE) 

D21S11VS-R 


M84567 


ATT CCC CAA GTG AAT TGC 
(SEQ ID Nr. 10) 

GOT AGA TAG ACT GGA TAG 
ATA GAG GA (SEQ ID Nr. 1 1) 


D12S391 


D12S391VS- 
FCNED) 
D12S391VS- 
R 


G08921 


AAC AGG ATC AAT GGA TGC 
AT (SEQ ID Nr. 12) 
CCT CTA ATA AAT CCC CTG TC 
(SEQ ID Nr. 13) 


THOl 


THOlvs-F 

(6-FAM) 

THOlvs-R 


D00269 


CCT GTT CCT CCC TTA TTT CC 
(SEQ ID Nr. 14) 

GAA CAC AGA GTC CAT GGT G 
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(Bio) 




(SEQIDNr. 15) 


FGA 


FGAvs-F 
(6-FAM) 
FGAvs-R 
(Bio) 


M64982 


GGC ATA TTT ACA AGC TAG 
TTTCT (SEQIDNr. 16) 
ATT TGT CTG TAA TTG CCA 
GC (SEQIDNr. 17) 


TPOX 


TPOXvs-F 
(JOE) 
TPOXvs-R 
(Bio) 


M68651 


GGG AAC CCT CAC TGA ATG 
(SEQIDNr. 18) 

GAG CGT TTA TTT GCC CAA 
(SEQIDNr. 19) 


VWA 


VWAvs-F 
(JOE) 
VWAvs-R 
(Bio) 


M25858 


GCC CCC TGA CTT GGA TTG 
ATC TAT CTG T (SEQ ID Nr. 20) 
CCC CCC GAT AAA TAG ATA 
GGA TGG ATG GA (SEQ ID Nr. 
21) 


D5S818 


D5S818VS-F 
(NED) 
D5S818VS-R 
(Bio) 


AC008512 


GGT GAT TTT CCT CTT TGG 
TAT CC (SEQ ID Nr. 22) 
AGC CAC AGT TTA CAA CAT 
TTG TAT CT (SEQ ID Nr. 23) 



Tabelle 1: PGR Primersequenzen ftir Amelogenln und STR-Systeme. Unterstxichen sind 
C-Stretch-Sequenzen fur die Verlangerung des PGR Produlcts. Die Referenzsequenzen fur die 
STR Marker wurden aus der GenBauk® (http://cstl.nist.gov) erhalten. 



Beispiele 

DNA Extraktion. Menschliche genomische DNA wurde aus Blut und forensischen Telogen- 
haarproben extrahiert. Blutproben wurden mit dem E.Z.N.A. Blood DNA Kit n (peqlab Bio- 
technologie GmbH, Deutschland) extrahiert. KontroU-DNA von NA3657A Zellen wurde 
freundlicherweise durch Dr. R. Szibor [R. Szibor, J. Edehnann, S. Hering, L Plate, H. Wittig, L. 
Roewer, P. Wiegand, F. Cali, V. Romano, M. Michael, Cell line DNA typing in forensic ge- 
netics - the necessity of reliable standards, Forensic Sci Int 138 (2003) 37-43.], Institut ftir 
Rechtsmedizin, Universitat Magdeburg, Deutschland zur Verfiigung gestellt. Die NA9947A 
DNA Probe wurde aus dem PowerPlex® 16 Kit (Promega, Madison, USA) entnommen. 
Haarproben wurden aus friiheren Fallen verwendet. DNA aus Telogenhaaren wurde wie schon 
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bei Hellmann et al. beschrieben wurde [A. Hellmann, U. Rohleder, H. Schmitter, M, Wittig, 
STR typing of human telogen hairs-a new approach, Int J Legal Med 114 (2001) 269-273.] 
extrahiert. Kurz, es wurde ungefahr ein cm eines Haarfragments, enthaltend die Telogenwurzel 
in 500 ^1 TNca Puffer verdaut. Nach Reinigung durch Standard Phenol/Chloroform Verfahren 
wurde die DNA mit einem Microcon-30 Mikrokonzentrator (Millipore, Eschbom, Deutsch- 
laud) konzentriert. Die STR-Analyse von kiinstlich degradierter DNA wurde unter der Ver- 
wendxmg von Aliquots an DNA aus den P118 und HepG2 Zellinien durchgeftihrt, die von 
unserer kollaborativen europaischen Obung an degradierter DNA gelagert wurden [P.M. 
Schneider, K. Bender, et al. STR analysis of artificially degraded DNA-results of a collabora- 
tive European exercise. Forensic Sci Int 139 (2004) 123-134, K. Bender, M.J. Farfan, P.M. 
Schneider, Preparation of degraded human DNA under controlled conditions. Forensic Sci Int 
139 (2004) 135-140.]. 

PGR Amplifikation. Filr die Amplifikalion von sehr kurzen Tandem Repeat Systemen wurde 
das kauflich erhaltliche Quiagen® Multiplex PGR Kit (Quiagen, Hilden, Deutschland) gemSJJ 
den Anweisungen des Herstellers mit Apphed Bioystems Gene® Amp PGR System 2400/2700 
Thermocyclem verwendet. Die PGR wurde in 25 p,l Reaktionsvolmnen durchgefiihrt, die 1 1 fxl 
Templat-DNA, 12.5 fil Multiplex PGR Piiffer [besteht aus HotStar Taq® DNA Polymerase, 
dNTP Mix, 6 mM MgGl2, 10 \iM jedes Primer (Tabelle 2) unter den folgenden Bedingungen 
durchgeftihrt: anfangUche Denaturierung bei 95°G ftir 1 5min, 34 Zyklen von Denaturierung bei 
94°C fiir 30 sec, Primerannealing bei 57°G fiir 90 sec, Verlangerung bei 60°G fur 90 sec und ein 
finaler Verlangerungsschritt bei 60°C fur 30min. 

Amplifikation von allelischen Leitern. AUelische Leitem aus den kauflich erhaltlichen SGM 
Plus™ (Applied Biosystems) oder PowerPlex® 16 (Promega) Kits wurden als Template ver- 
wendet. Leiteraliquots aus den Kits wurden 1 in 1.000.000 verdiinnt und in individuellen PGR 
Reaktionen amplifiziert, unter der Verwendung derselben Bedingungen wie fiir die Multiplex 
PGR beschrieben, mit der Ausnahme einer verringerten Zahl von 30 Zyklen. Um die Genau- 
igkeit dieser Leitem zu zeigen, wurden die allelischen Bestimmungen aller Loci zwischen 
Proben verglichen, die mit dem SGM Plus™ und dem PowerPlex® 16 Kit und dem neuen 
Bioplex-1 1 Multiplexkit typisiert wurden. AUe Ergebnisse wurden als identisch gefunden (Fig. 
1). Die allelische Leiter ftlr D21S391 wurde aus einer Leiter reamplifiziert, die in einer vorhe- 
rigen Studie verwendet wurde [W. Waiyawuth, L. Zhang, G. Rittner, P.M. Schneider, Genetic 
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analysis of the short tandem repeat system D12S391 in the German and three Asian populati- 
ons, Forensic Sci Int 94 (1998) 25-31]. 

Weim derselbe Fluoreszenzfarbstoff fur mehr als einen STR Locus verwendet wurde, wurden 
die allelischen Leitem so aufgebaut, dalJ sie nicht uberlappen. Zum Beispiel sind die 
JOE-markierten Systeme D8S1179 undD21Sll (die von jeweils 76 - 120 Basen und von 153 - 
209 Basen reichen) und die 6-FAM-markierten Systeme THOl und FGA (die von jeweils 56 - 
95 Basen und von 124 - 262 Basen reichen) urn ungefahr 30 Basen getrennt. Einige STR Loci 
sind nur durch ein paar Basenpaare getrennt, z.B. die 6-FAM-markierten Systeme D3S1358 
und D2S1338 sowie die JOE-markierten Systeme TPOX und VWA. Um falsche AUelsignale 
fllr Allele auBerhalb des Leiterbereichs zu verhindem, liegen die FragnientgroBen der an- 
grenzenden STR Systeme eine oder zwei Basen aulierhalb des tetrameren Leserahmens fiir die 
AUelbestimmung. Dies wurde durch Erhohen der Grofien der Amplikons der groBeren Systeme 
durch Hinzufiigen von bis zu sechs Basen an das 5' Ende beider Primer (siehe Tabelle 2) er- 
reicht. 



STR Locus 


Allelbereiche 


PCR-Fragment (bp) 


Fluoreszenzfarbstoff 


Amelogenin 


X,Y 


69, 75 


6-FAM (blau) 


D3S1358 


12-19 


86-114 


6-FAM (blau) 


D2S1338 


15-28 


127-179 


6-FAM (blau) 


D8S1179 


8-19 


76-120 


JOE (griin) 


D21S11 


24-38 


153-209 


JOE (griin) 


D12S391 


15-24 


104-140 


NED (gelb) 


THOl* 


4-13,3 


56-95 


6-FAM (blau) 


FGA* 


17-51,2 


124-262 


6-FAM (blau) 


TPOX* 


6-13 


57-85 


JOB (griin) 


VWA* 


11-24 


90-142 


JOE (griin) 


D5S818* 


7-16 


119-155 


NED (gelb) 



Tabelle 2. Allelbereiche und die entsprechenden Fragmentgroflen fiir Amelogenin und alle 
STR-Systeme; * - biotinyherter Primer. 

Weiterhin, um allelische Peaks von dem anderen Multiplex im Fall von schlechter Bio- 
tin-Streptavidin Auftremiung nachzuweisen, uberlappen die alleUschen Leitem nicht im Hin- 
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blick auf ihre tetrameren RepeatgroBenzwischen den 6-plex und den 5-plex Reaktionen, wenn 
derselbe FlnoreszenzfarbstofF verwendet wixd. 

Multiplex Auftrennung und Kapillargelelektrophorese. Die biotinyUerten Produkte aus der 
PCR Reaktion wurden auf Streptavidin-beschichtete Sepharosebeads (Streptavidin Sepharo- 
seTM Amersham Biosciences Ltd.) immobilisiert. Kurz, es wurden drei Mikroliter Sepha- 
rosebeads-Losung mit 20 )il PCR Produlcten, Bindungspuffer (10 mM Tris-HCl, pH 7,6; 2 M 
NaCI; 1 mM EDTA, pH 8,0; 0.1% Tween 20) und Wasser in einem finalen Volumen von 80 \d 
gemischt. Das Gremisch wurde fur 15 Minuten bei Raumtemperatiu: unter kontinuierlichem 
Mischen auf einer Schilttelvorrichtung (2000 U/min) inkubiert. Nach Immobilisierung wurden 
die Beads abzentrifligiert, der Uberstand wurde welter ixdt dem MSB Spin PCRapace Kit (In- 
vitek GmbH, Deutschland) gemaB den Anweisungen des Herstellers gereinigt, und die PCR 
Produkte wurden zuletzt in 20 Elutionspuffer (10 mM Tris-HCl, pH 8,0) gesammelt. Auf 
Sephai-Qsebeads inmiobilisierte PCR Produkte wurden zweimal gewaschen, zuerst mit 150 
Waschpuffer (10 mM Tris-Acetat, pH 7,6) und dann mit dem selben Volumen an 70 % Ethanol. 
Zuletzt wurden die Beads in 20 |j,l Elutionspuffer aus dem MSB Spin PCRapace Kit re- 
suspendiert. Fiinf Mikroliter jeder gereinigten PCR Fraktion wurden mit 25 ii\ Formamid, 
enthaltend 1,2 jil intemen Spur Standard 600 (ILS600, Promega), gemischt und durch Kapil- 
largelelektrophorese (unter der Venvendung von POP-6 Polymer) in an ABI PRISM 310 oder 
3 lOOavant Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) aufgetrennt. 

SpezifitSt und Reproduzierbarkeit. Urn die Spezifitat des neuen STR Multiplex zu iiber- 

priifen, wurden 66 pg von nicht-degradierter menschlicher DNA aus 1 5 Blutproben mindestens 
zweimal amplifiziert, aufgetrennt imd durch Kapillargelelektrophorese analysiert. Die Ergeb- 
nisse wurden mit den Typisierungen mit den SGM Plus'^^^ (AppUed Biosystems) oder Power- 
Plex® 16 (Promega) Kits und der einzelnen Amphfikation des D12S391 STR Systems ver- 
glichen [W. Waiyawuth, L. Zhang, C. Rittner, P.M. Schneider, Genetic analysis of the short 
tandem repeat system D12S391 in the German imd three Asian populations, Forensic Sci Int 94 
(1998) 25-31]. Der Erfmder beobachtete nur 0,4 % Ausfall-AUele und kein extra Allele unter 
alien analysierten Proben. Mittels Typisierung von 100 pg an genomischer DNA wurden alle 
Allele richtig angezeigt. Nach Auftrennung und Reinigung der zwei Multiplexe wurde eine 
Kreuzkontaminierung zwischen den zwei kleinen Multiplexen nie beobachtet. 
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Empfindlichkeit und Degradationsuntersuchung. Fiir die Validiemng der 
Test-Empfmdlichkeit wurden Proben erfolgreich bis herunter zu to 25 pg DNA typisiert, dem 
Aquivalent von ungefahr vier Zellkemen, verglichen mit Standard Amplifikation mit 1 00 pg an 
DNA (Fig. 2). Die Verwendung von DNA Mengen grOBer als 100 pg fuhrte oft zu N- und N+1 
Fragmente, die typischerweise im Fall von tJberamplifikation gefimden werden [R. Sparkes, C. 
Kimpton, S. Gilbard, P. Came, J. Andersen, N. Oldroyd, D. Thomas, A. Urquhart, P. Gill, The 
validation of a 7-locus multiplex STR test for use in forensic casework. (D), Artefacts, case- 
work studies and success rates, Int J Legal Med 109 (1996)195-204]. Sogar mit 25 pg 
menschlicher DNA wurden nur wenige "Ausfall-Allele" beobachtet. Mit einer niedrigeren 
DNA Konzentration stieg das Risiko ftlr Ausfall-Allele dramatisch. Die Ausfille begannen bei 
50 pg aufzutreten, und nahmen drastisch zu bei 12,5 pg. "Drop in"-Allele wiurden nicht beo- 
bachtet. Diese Ausfalle spiegeln stochastische Effekte wider, wenn extrem geringe DNA 
Mengen fiir die Amplifikation verwendet werden. 

Um die Araplifikationseffizienz fur stark degradierte DNA zu untersuchen, haben die Erfmder 
DNA analysiert, die vorher fiir ihre Untersuchung an degradierter DNA prapariert wurde [P.M. 
Schneider, K. Bender, et al. STR analysis of artificially degraded DNA-results of a collabora- 
tive European exercise, Forensic Sci Int 139 (2004) 123-134, K. Bender, M,J, Farfan, P.M. 
Schneider, Preparation of degraded human DNA under controlled conditions. Forensic Sci Int 
139 (2004) 135-140]. Die kiinstlich degradierte DNA aus den zwei humanen Zellinien HepG2 
und PI 18 wurde mit dem neuen Multiplex typisiert. Eine erfolgreiche Amplifikation mittels 
kauflich erhaitlicher STR Multiplex Kits wurde nur fiir Fragmente bis ca. 220 bp erhalten. 
Keine oder nur schlechte Ergebnisse wurden fiir die langeren Systeme, wie D2S1338 und FGA 
erhalten. Dagegen wurden korrekte Genotypen fur alle getesteten Proben mittels dem Bio- 
plex-11 erhalten. 

Faile und heterozygote Peakbalance. Um den neuen Multiplextest in praktischerer Arbeit zu 
testen, haben die Erfinder Telogenhaare aus realen Ermittlungen analysiert. Nach Multiplex 
STR Typisierung wurden Loci mit heterozygoten Genotypen untersucht, um die Peakbalance, 
Ausfall-Allele und andere Artefakte zu untersuchen. Die Typisierung von 104 Telogenhaar- 
proben aus Ermittlungs-Untersuchungen ftihrte zu 68 voUen DNA Profilen, 23 partiellen Pro- 
filen und in 13 Fallen keinen Amplifikationsergebnissen. Aus den erfolgreich analysierten 
Haarproben wurde die Zahl von Ausfallen \md extra- Allelen aus einer Gesamtzahl von 1224 
typisierten Allelen mit jeweils 4,8 % und 8,7 % berechnet. Die Peakbalance fur jedes het- 
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erozygote STR System wurde gemSB Whitaker und Gill [J.P. Whitalcer, E.A. Cotton, P. Gill, A 
comparison of the characteristics of profiles produced mit the AMPFISTR SGM Plus multi- 
plex system for both standard and low copy number (LCN) STR DNA analysis, Forensic Sci Int 
123 (2001) 215-223] berechnet und ist in Tabelle 3 zusammengefaBt. Die hochste Peakimba- 
lance wurde fiir D2S1338 und FGA gefunden, den STR Systemen mit den grSBten Amplifi- 
kationsprodukten, und konnte manchmal nur schwer von Stotter-Peaks unterschieden werden. 
Das durchschnittliche Peakhohen Verhaltnis fiir alle Loci war 0,91. 



Locus 


Min. 


Mittel 


Max. 


SD 


Amelogenin 


0,5 


0,9 


1,17 


0,18 


D3S1358 


0,36 


0,78 


0,96 


0,36 


D2S1338 


0,18 


0,99 


4,5 


0,91 


D8S1179 


0,69 


1,18 


2,1 


0,63 


D21S11 


1,04 


1,14 


1,24 


0,14 


D12S391 


0,13 


0,49 


0,69 


0,31 


THOl* 


0,56 


1,03 


1,89 


0,26 


FGA* 


0,24 


1,08 


3,65 


0,95 


TPOX* 


0,25 


0,75 


0,97 


0,16 


VWA* 


0,23 


0,86 


1,83 


0,38 


D5S818* 


0,52 


0,77 


1,05 


0,24 



Tabelle 3: Heterozygote Balancen fOr alle STR Loci in Haarproben (n= 104) 
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Patentanspruche 

1. Verfahren zur Typisierung eines Individuums, umfassend die Schritte von 

a) zur Verfugung stellen von genomischer DNA von dem Individuum, 

b) Amplifikation von mindestens zwei short tandem repeat (STR)-Loci der genomischen DNA 
mittels, gegebenenfalls marlderten, Paaren von Amplifikations-Primem, wobei mindestens ein 
Primer mit einer Bindungsgruppe versehen ist, 

c) Auftrennung der amplifizierten STR-Fragmente mittels der Bindungsgruppe in mindestens 
zwei Fraktionen von Amplifikaten, und 

d) getrennter Nachweis der STR-Fragmente der Fraktionen. 

2. Verfahren zur Typisierung eines Individuums nach Anspruch 1, wobei das Lidividuum ein 
Saugetier, wie zum Beispiel ein Mensch ist. 

3. Verfahren zur Typisierung eines hidividuums nach Anspruch 1 oder 2, wobei die STR-Loci 
ausgewahlt sind aus der Gruppe, umfassend D3S1358, D8S1 179, D21S11, THOl, FGA, VWA, 
D2S1338, D12S391, TPOX, D5S818, D18S51, FES und Amelogenin. 

4. Verfahren zur Typisierung eines Individuums nach einem der Anspruche 1 bis 3, wobei mehr 
als drei, vier, fiinf, sechs, sieben, acht, neun, zehn oder elf STR-Loci amplifiziert werden. 

5. Verfahren zur Typisierung eines Individuums nach einem der Ansprtiche 1 bis 4, wobei die 
Amphfikation mittels PGR und/oder Multiplex-Amphfikation erfolgt, 

6. Verfahren zur Typisierung eines Individuums nach einem der Anspruche 1 bis 5, wobei die 
Primer mit einem Fluoreszenzfarbstoff markiert sind. 

7. Verfahren zur Typisierung eines Individuums nach Anspruch 6, wobei der Fluoreszenz- 
farbstoff ausgewahlt ist aus der Gruppe, umfassend 6-FAM, JOE, NED und PET(rot). 
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8. Verfahren zur Typisierung eines Individuums nach einem der Anspriiche 1 bis 7, wobei die 
Bindungsgruppe ausgewahlt ist aus der Gruppe, umfassend Biotin, Streptavidin, einem His-tag, 
hitzestabilen Antigen und Oligonukleotid. 

9. Verfahren zur Typisierung eines Individuums nach einem der AnsprQche 1 bis 8, wobei die 
genomische DNA aus Blut, Blutbestandteilen, Sperma und/oder Telogenhaaren stammt. 

10. Verfahren zur Typisierung eines Individuums nach einem der Anspriiche 1 bis 9, wobei die 
Auftrennung der amplifizierten STR-Fragmente mittels der Bindungsgruppe eine feste Phase 
umfaJ3t, auf die Biotin, Streptavidin, Antikorper(n) oder komplementaren Oligonukleotiden 
immobilisiert sind. 

1 1 . Verfahren zur Typisierung eines Individuums nach Anspruch 10, wobei die feste Phase eine 
Membran, Sepharose beads oder magnetische Sepharose beads umfaBt. 

12. Verfahren zur Typisierung eines Individuums nach einem der Anspriiche 1 bis 11, wobei 
dear Nachweis der STR-Fragmente der Fraktionen eiae Langenbestimmung der Fragmente 
umfaBt, zum Beispiel mittels ECapillargelelektrophorese. 

1 3 . Verfahren zur Typisierung eines Individuums nach einem der Anspriiche 1 bis 1 1 , weiterhin 
umfassend eine Identifizienmg des Individuums anhand der nachgewiesenen STR-Fragmente. 

14. Verfahren zur Typisierung eines Individuums nach einem der Anspriiche 1 bis 13, wobei als 
Primerpaare mindestens zwei Paare ausgewahlt aus der Gruppe der SEQ ID Nm. 1-3; 4 und 5; 6 
und 7; 8 und 9; 10 und 1 1; 12 und 13; 14 und 15; 16 und 17; 18 und 19; 20 und 21; und 22 und 
23 eingesetzt werden. 

15. Diagnostischer Kit, umfassend mindestens zwei Paare von STR-Primem zur DurchfUhrung 
des Verfahrens nach euiem der Anspriiche 1 bis 14, gegebenenfalls mit weiteren Materialien 
und Hilfsstoffen. 

16. Verwendung des Verfahrens nach einem der Anspriiche 1 bis 14 oder des Kits nach An- 
spruch 15 im Rahmen der Forensik. 
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SEQUENCE LISTING 



<110> Johannes-Gutenberg-Universitat Mainz 

<120> Verfahren zur Typisierung eines Individuums mittels short tandem 
repeat (STR) -Loci der genomischen DNA 

<130? U30112PCT 

<160> 23 

<170> Patentin version 3.2 

<210> 1 

<211> 20 

<212> DNA 

<213> Human 

<400> 1 

atcccagatg tttctcaagt 20 



<210> 2 

<211> 21 

<212> DNA 

<213> Human 



<210> 3 

<211> 20 

<212> DNA 

<213> Human 

<400> 3 

tcagagctta aactgggaag 20 



<210> 4 

<211> 21 

<212> DNA 

<213> Human 



<210> 5 

<211> 21 

<212> DNA 

<213> Human 

<400> 5 

gtcaacagag gcttgcatgt a 21 



<210> 6 

<211> 28 

<212> DNA 

<213> Human 



<400> 2 

atcccaaata aagtggtttc t 



21 



<400> 4 

agcaagaccc tgtctcatag a 



21 
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<400> 6 

ccccgcagtg gatttggaaa cagaaatg 



<210> 7 

<211> 28 

<212> DNA 

<213> Human 

<400> 7 

ccccctcagt aagttaaagg attgcagg 28 



<210> 8 

<211> 23 

<212> DNA 

<213> Human 

<400> 8 

tgtatttcat gtgtacattc gta 23 



<210> 9 

<211> 20 

<212> DNA 

<213> Human 

<400> 9 

gattattttc actgtgggga 20 



<210> 10 

<211> 18 

<212> DNA 

<213> Human 

<400> 10 

attccccaag tgaattgc 



<210> 11 

<211> 26 

<212> DNA 

<213> Human 

<400> 11 

ggtagataga ctggatagat agacga 



<210> 12 

<211> 20 

<212> DNA 

<2 13 > Human 

<400> 12 

aacaggatca atggatgcat 



<210> 13 

<211> 20 

<212> DNA 

<213> Human 
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<400> 13 

cctctaataa atcccctctc 



<210> 14 

<211> 20 

<212> DNA 

<213> Human 

<400> 14 

cctgttcctc ccttatttcc 



<210> 15 

<211> 19 

<212> DNA 

<213> Human 

<400> 15 

gaacacagac tccatggtg 



<210> 16 

<211> 23 

<212> DNA 

<213> Human 

<400> 16 

ggcatattta caagctagtt tct 



<210> 17 

<211> 20 

<212> DNA 

<213> Human 

<400> 17 

atttgtctgt aattgccagc 



<210> 18 

<211> 18 

<212> DNA 

<213> Human 

<400> 18 

gggaaccctc actgaatg 



<210> 19 

<211> 18 

<212> DFA 

<213> Human 

<400> 19 

cagcgtttat ttgcccaa 



<210> 20 

<211> 28 

<212> DNA 

<213> Human 
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<400> 20 

cccccctgac ttggattgat ctatctgt 



<210> 21 

<211> 29 

<212> DNA 

<213> Human 

<400> 21 

ccccccgata aatacatagg atggatgga 



<210> 22 

<211> 23 

<212> DNA 

<213> Human 

<400> 22 

ggtgattttc ctctttggta tec 



<210> 23 

<211> 26 

<212> DNA 

<213> Human 

<400> 23 

agccacagtt tacaacattt gtatct 
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